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Zusammenfassung: Die Ouabain-empfindliche und -unempfindliche ATPase von intakten Lymphocyten, der mikro-
somalen Fraktion und einer gereinigten Plasmamembranfraktion werden durch Concanavalin A aktiviert. Bei unter-
schiedlichen Substratkonzentrationen wurde die Nä1"-, K*"-, Mg^-Abhängigkeit der Plasmamembran-ATPasen definiert.
Bei niedriger K*-Konzentration wurde das Enzym etwas stärker aktiviert als bei hoher. Die Untersuchungen machen
es unwahrscheinlich, schließen es aber nicht aus, daß Concanavalin A einen allosterischen Effekt auf die ATPasen hat.
Studies on the mechanism of activation of lymphocyte membrane ATP-ases by Concanavalin A
Summary: The ouabain-sensitive and ouabain-intensitive ATP-ases of intact lymphocytes, and of the lymphocyte
microsomal fraction and a purified plasma membrane fraction, are all activated by Concanavalin A. The Na*, K+,
and Mg^dependence of the plasma membrane ATP-ases were defined at different substrate concentrations. Enzyme
activation was rather greater at lower K*" concentrations. From these studies it appears improbable, but not impos-
sible, that Concanavalin A exerts an allosteric effect on the ATP-ases.
Einfuhrung
Zur Transformation von Lymphocyten durch Mitogene
wie Concanavalin A reicht die Reaktion des Mitogens
mit den Rezeptoren der Plasmamembranen aus. Eine
Aufnahme in die Zelle ist nicht erforderlich (1). Durch
die Interaktion zwischen Rezeptor und Mitogen werden
frühe (d. h. innerhalb einer halben Stunde ablaufende)
Veränderungen an der Zellmembran, wie die Erhöhung
der Katiönen-Tränsporträten (2—4) des Phospholipid-
stoffwechsels (5—6) und der Glycoproteinsynthese (7)
ausgelöst.
Die veränderten Transportraten von Na+ und K* gehen
mit einer Zunahme der Oüabain^Bindungsgeschwindig-
keit, der Ouabain-Bindungsstellen, sowie der Na*-K*-
ATPase Aktivität einher (8, 9). Die Veränderungen des
Na*-KVrransportes sind von besonderem Interesse, weil
ein direkter Eiiifluß der intrazellulären Kationenkonzen-
trationen auf ändere bei der Lymphocy tenstimulatiön
beobachteten Stoffwechselvorgänge, wie die erhöhte
Protein- und RNA-Synthese angenommen wird (2—4).
*) ATPase = ATP-Phpsphphydrolase (EC 3.6.1.3).
2) Robert-Koch-Institut des Bundesgesundheitsamtes, Abt. Bio-
chemie, D-1000 Berlin 65, Nordufer 20.
Obwohl die Aktivierbarkeit der Lymphocyten-ATPasen
durch Mitogene in mehreren Laboratorien nachgewiesen
wurde (8,10-12) ist die Na*-, K"1"- oder Mg^-Abhängig-
keit dieses Enzyms noch nicht näher definiert worden.
Es soll in dieser Arbeit deshalb untersucht werden, ob
der durch Concanavalin A verursachte Aktivitätsanstieg
der ATPasen auf eine veränderte Affinität gegen Na1", K*
oder Mg+ oder das Substrat ATP beruht.
Material und Methoden
Lymphocy tenpräparation
Periphere Lymph'ocyten von Menschen wurden aus frischem
heparinisiertem Blut durch Dextransedimentation (5 g/l Dextran
250 in 0,15 mol/1 Nad), an die eine Zentrifugation über einen
FieoÜ^Ronpacon-Gradienten (9,55 g Ficoll, 20 ml Roncapon,
130 ml H2O) angeschlossen wurde, gewonnen. Schaflympho-
cyteii wurden aus den Lymphknoten frisch geschlachteter
Hammel gewonnen.
Präparate der mikrosomalen Fraktion
Die gereinigten Lymphocyten wurden in der Arthesischen
Bombe bei 400 psi aufgebrochen. Die Kerne und noch intakten
Zellen bei 500 X g, die Mitochondrien und lysosomalen Fraktio-
nen mit 10 000 X g abzentrifugiert und die mikrosomale Fraktion
durch 2stündige Zentrifugation bei 100 000 X g erhalten. Die
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Fraktion wurde direkt (ohne einzufrieren) zur Enzymbestim-
mung verwendet.
Präparation der Plasma-Membranen
Lymphocyten aus Hammellymphknoten wurden in 0,1 mmol/1
Tris-HCl (pH = 7,4) 30 min bei 4°C gerührt, anschließend im
A>M/ice-Homogenisator homogenisiert und die Lösung mit
Rohrzucker auf 0,25 mol/1 eingestellt. Die Kerne (und einige
intakte Zellen) wurden mit 500 X g (30 min), die mitochondriale
und lysosomale Fraktion mit 7000 X g (10 min) abzentrifugiert.
Der Überstand wurde mit Rohrzucker auf 1,23 mol/1 gebracht
und über eine 1,31 mol/1 Rohrzuckerlösung geschichtet und
mit 0,8 mol/1 Rohrzuckerlösung überschichtet. Nach 16stündiger
Zentrifugation bei 4°C in einem Rotor SW 25,2 bei 200 000 X g
in einer Beckmann Ultrazentrifuge wurde die Schicht zwischen
1,23 mol/1 und 0,8 mol/1 Rohrzucker als Plasmamembran-
Fraktion verwendet (15).
Bestimmungen
Die ATPase wurde bei 37°C bestimmt, dabei 50-200 Mg Protein
eingesetzt. Als Puffer diente Tris-HCl 10 mmol/1, pH - 7,4. Es
wurde [ 32 J ATP der Fa. MEN (spez. Aktivität 14,5 Ci/mmol)
verwendet. Die Reaktion wurde mit 240 g/l Trichloressigsäure
gestoppt, das Protein abzentrifugiert. Das im Überstand vor-
liegende 32Pj wurde mit Ammoniummolybdat umgesetzt, mit
Isobutanol extrahiert und in Scintillationsflüssigkeit eingesetzt (8).
In den Experimenten, in denen die Na-ATPase bestimmt wurde,
wurde Tris-ATP verwendet.
Die 5'-Nucleotidase wurde nach Michell et al. (13) bestimmt.
Das entstehende P/ wurde nach Fiske (14) gemessen. Die
Adenylcyclase wurde wie bei Mehdi (15) angegeben, bestimmt,
dabei das aus ATP entstehende cycl. AMP mit den Protein-
bindungsassay der Fa. Boehringer gemessen.
Die Succinatdehydrogenase wurde mit der Methode von Earl
et al. (16) bestimmt. Die Glucose-6-phosphytase wurde durch
Modifikation der Methode von Hübscher et al. (17) bestimmt,
wobei die entstehende Glucose mit der Glucoseoxidase-Methode
(18) gemessen wurde.
RNA und DNA wurden quantitativ mit der Methode nach
Liss (19), Protein nach Lowry (20) und Chplesterin nach
Röschlau et al. (21) bestimmt.
Ergebnisse
Mißt man die ATPase-Aktivität intakter Lymphocyten,
nachdem diese mit Concanavalin A präinkubiert wurden,
so findet sich eine dosisabhängige Zunahme der Phosphat-
freisetzüng durch die Zellen. Eine gesteigerte Aktivität
würde bei menschlichen und Schaflymphocyten gefunden.
Die Zunahme beträgt das 3 bis 4fache im Vergleich zu den
Kontrollen. Da das ATP durch die ATPase in der Zelle
und, wie Pomier et al. (12) zeigten, durch eine Exo-
ATPase auf der Zelloberfläche gespalten wird, kann an-
genommen werden, daß das ATP durch eine erhöhte
Membranpermeabilität bzw. Pjnocytose öder durch die
Stimulation der Exo-ATPasen vermehrt gespalten wird.
Da die erhöhte ATP-Spaltung somit auch von anderen
Faktoren als einer Aktivierung der ATPase abhängen
könnte, wurde in den nächsten Experimenten die mikro-
somale Fraktion der stimulierten Zellen verwendet
(Abb. 1).
In der mikrosomalen Fraktion von Lymphocyten, die
mit Concanavalin A vorbehandelt würden, kommt es zu
einer Aktivierung der Ouabain-unempfmdlichen und der
Ouabain-empfmdlichen ATPase. Eine Aktivierung der
ATPase läßt sich bei Human- und bei Hammellympho-
cyten nachweisen. Es besteht eine deutliche Dosisabhän-
gigkeit. Eine maximale Stimulation findet sich bei der
mikrosomalen Fraktion aus Humanlymphocyten bei
0,8
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Abb. 1. Die Lymphocyten a) vom Menschen, b) vom Hammel wurden in einer Zellkonzentration von 1010/1 mit verschiedenen Con-
canavalin -Konzentrationen im normalen Eagle-Ueaium bef37 °C 90 min vorinkubiert. Die mikrosomale Fraktion dieser
Zellen wurden dann (in Gegenwart von unterschiedlichen Concanavalin -Mengen) zur Bestimmung der ATPase-Aktivität in
einem Puffer mit 100 mmol/1 NaCl, 5 mmol/1 KCl, l mmol/1 MgCl2, 250 /l ATP inkubiert. Den Kurven liegen die Mittel·
werte von 2 Experimenten zugrunde. (VK = ± 5,4%) ·—· = Ouabam-unempfindlich *r~± = Gesamtaktivität — = Öua-
bain-empfindlich
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Tab. 1. ATPase-Aktivit t der mikrosomaien Fraktion in Gegenwart von Concanavalin A.
Die mikrosomale Fraktion von Lymphocyten wurde mit unterschiedlichen Konzentrationen von Concanavalin A mit
0,5 mmol/1 und ohne Ouabain versetzt, Inkubationspuffer enthielt 100 mmol/1 Na*, 5 mmol/1 K*, 250 μιηοΐ/ΐ ATP,
l mmol/1 Mg C12 Tfis-HCl-Puffer pH 7,4. Den Experimenten mit den mikrosomaien Fraktionen der Lymphocyten vom
Menschen liegen 3 Versuchsserien mit der gleichen mikrosomaien Fraktion zugrunde. Der VK betrug nicht mehr als ±5%.
Den Ergebnissen der Experimente mit den Schaf-Lymphocytenfraktionen liegen 3 Untersuchungen mit unterschiedlichen
mikrosomaien Pr parationen zugrunde (n = 6).
Concan- Mikrosomale Fraktion
avalin A aus Human-Lymphocyten aus Hammel-Lymphocyten
mg/1 ATPase [Pj, μπιοΐ/η · mg Protein] ATPase [Pp μηιοΐ/h · mg Protein]







































Tab. 2. Charakterisierung der Lymphocytenfraktionen.
Homogenat
800 X g Pellet
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6—15 mg/1 Concanavalin A, bei den Hammellympho-
eyten bei 15—20 mg/1. Stimuliert wird in erster Linie die
Ouabain-empfindliche ATPase. Besonders bei denHam-
mellymphocyten kommt es auchzu einer Aktivierung
der Ouabain-unempfindlichen ATPase, Stimulationen
gleicher Gr enordnung wurden auch von anderen
Autoren (10-12) gefunden.
Als n chstes untersuchten wir, ob Concanavalin A auch
aktivierend auf die mikrosomale Fraktion von Lympho-
cyten, die nicht mit Concanavalin A vorbeh ndelt w r-
den, wirkt. Das Mitogen wurde in diesen Versuchen,
also der mikrosomalen Fraktion und nicht den intakten
Zellen, vor der Bestimmung der ATPase zugesetzt. Aus
der Tabelle l geht hervor, da sowohl bei den Human^
als au h bei den Hammellymph cyten die ATPasen der
mikrosomaien Fraktion durch Concanavalin A akti-
viert wird. Die Aktivierung ist deutlich niedriger als sie
(Abb. 1) bei den Fraktionen gefunden wurde, die von
den Zellen stammten, welche mjt Concanavalin A vor-
behandelt wurden. Es wird sowohl die M(f%ATPase als
auch die Na*-, K*-ATPase aktiviert, bei den Pr para-
tionen aus Hammellymph cyten reagiert die Ouabain-
unempfmdliche ATPase ausgepr gter als bei den Human-
ly mphpcy ten.
Die mikrosomale Fraktion war stark mit anderen sub-
zell l ren Fraktionen kontaminiert (Tab. 2). Es l t
sich nur eine geringe Anreicherung der Na*-, K+-ATPase
gegen ber dem Homogenat demonstrieren. Deshalb
wurde eine m glichst reine Plasmamembranfraktion
hergestellt und charakterisiert (Tab. 2). In der Plasma-
membranfraktion liegen nur noch geringe Kontami-
nationen mit Kernmaterial vor; DNA ist nicht nach-
weisbar. Die ATPase und S'-Nucleotidase ist deutlich
(etwa lOfach) angereichert gegen ber dem Homogenat
und der mikrosomaien Fraktion. Ebenso findet sich eine
deutliche Anreicherung der membran-st ndigen Adenyl-
cyclase. Beimengungen von endoplasmatischem Reti-
kiilum sind gering, wie die Glucose-6-phosphatase-
Bestimmung zeigt. Succinatdehydrogenase konnte in den
Fraktionen nicht mehr nachgewiesen werden, d. h. es
finden sich keine wesentlichen Beimengungen von Mito-
chondrien.
J. Clin. Chem. Clin. Biochem, / Vol. 14,1976 / No. 7
342 Averdunk, M ller und Wenzel: Aktivierung der Lymphocytenmembran-ATPasen durch Concan valin A
Die weiteren Experimente wurden mit dieser Membran-
fraktion aus Hammellymphocyten unternommen. Wir
verwendeten die Hammellymphocytenmembranen, weil
so gro e Mengen aus menschlichem Material nicht zur
Verf gung standen. Diese Plasmamembranfraktionen
wurden 3 χ in 0,1 mmol/1 Tris-HCl-Puffer gewaschen.
Es ist daher anzunehmen, da nur noch geringe Mengen
von Na+, K+ oder Mg" in den Fraktionen vorlagen.
Sie waren flammenfotometrisch oder durch Atom-
absorptionsspektrometrie nicht nachweisbar. Durch
Concan valin A (15 mg/1) wird die Mg"- und Na+-, K+-
abh ngige ATPase bei 250 μτηοΐ/ΐ ATP und 100 mmol/1
Mg1" aktiviert. Es finden sich keine Unterschiede in dem
Grad der Stimulation in Abh ngigkeit von der Mg""-
Konzentration (Tab. 3).
Bestimmt man die ATPase-Aktivit t bei 250 μπιοΐ/ΐ
ATP in Abh ngigkeit von der K+-Konzentration
(Abb. 2), so findet sich, da niedrige K+-Konzentra-
tionen die ATPase-Aktivit t erh hen, w hrend durch
hohe Konzentrationen eine Hemmung des Enzyms
eintritt. Bei niedrigeren ATP-Konzentrationen
(2,5 μηιοΐ/ΐ) findet man schon bei niedrigen K+-Konzen-
trationen eine Hemmung des Enzymsystems. Die Hem-
mung ist schon bei 0,1 mmol/1 K+ nachweisbar (Abb. 3).
Es zeigt sich, (Abb. 2 und 3), da Concan valin A das
Verhalten der Membran-ATPase nicht grunds tzlich
ver ndert. Sowohl die K^-Hemmung bei hohen als auch
niedrigen K+-Konzentrationen sind deutlich nachweisbar.
Jedoch scheint die prozentuale Aktivierung des Enzyms
bei niedrigem K+ etwas h her zu sein, als bei hohem K*
(Abb. 2).
Das Verhalten der Na*-abh ngigen ATPase von Lympho-
cytenmembranen geht aus Abbildung 4 hervor. Niedrige
Na+-Konzentrationen (bis 100 mmol/1) aktivieren die
Na+-abh ngige ATPase, h here Konzentrationen hemmen
sie geringf gig. Der Na+-Effekt ist besonders bei niedrigen
ATP-Konzentrationen nachweisbar. Deshalb wurde in
diesen Versuchen 2,5 μιηοΐ/ΐ ATP verwendet. Concan-
valin A stimuliert das Na*"-abh ngige Enzym wesentlich
geringer als die Na+, K*-ATPase. Im Prinzip ist der Kurven-
verlauf dem des unbehandelten Enzyms aber gleich.
Tab. 3. M^-Abh ngigkeit der Lymphocyten-ATPasen.
Die Plasma-Membran-Fraktion wurde f r 30 min bei 37°C
mit oder ohne Concan valin A bei verschiedenen Mg^-Kon-
zentrationen inkubiert. ATP-Konzentration 250 μηιοΐ/ΐ.
Zur Bestimmung der Na*K*-ATPase K* = 10 mmol/1
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Abb. 2. Die Plasmamembranen von Hammellymphocyten wur-
den mit und ohne Concan valin A 30 min bei 37 °C bei
verschiedenen K*-Konzentrationen nach einer Vorinkuba-
tion von 90 min mit 12 mg/1 C·^ ·) und ohne (x—x)
Concan valin A inkubiert. Na* = 100 mmol/1, Mg** =
l mmol/L ATP 250 /imol/1, Membran 142 Mg Protein/
Ansatz. Mittelwert von 2 Experimenten der gleichen
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Abb. 3. Die Plasmamembranen wurden mit 16 mg/l (x—x) und
ohne (·—-·) Concanavalin A nach einer Vorinkuba-
tionszeit von 90 min zur Bestimmung der ATP s&Aktivi-
t t 30 min bei 37 °C bei verschiedenen IC-Konzentrati-
onen inkubiert. Na* = 100 mmol/1, Mg** = 30 mmol/1
pH = 7,4 mit Tris-HCl, ATP 2,5 μηιόΐ/ΐ, Membran-
menge 50 μ§ Protein/Ansatz. Mittelwert von 2 Experi-
menten der gleichen Membfanpr paration. (VK =
± 4,2%)
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Abb. 4. Die Plasmamembranen wurden nach einer Vorinkuba-
tion mit 15 mg/1 (x—x) und ohne (·—·) Concanavalin
A zur ATPase-Bestimmung 30 min bei 37 °C bei ver-
schiedenen NaMConzentrationen inkubiert (ohne K*).
Mg** = 30 mmoi/1, ATP = 2,5 / , pH 7,4 Membran-
menge 63 Mg Protein/Ansatz. Mittelwert von 2 Experi-
menten der gleichen Membranpräparation. (VK =
± 4,4%)
Diskussion
In vieler Hinsicht, wie z. B. der Jf-Abhängigkeit bei
hoher und niedriger Substratkonzentration, zeigt das
hier getestete System der Lymphocytenmembran-
ATPase ähnliche Eigenschaften, wie sie in anderen
Systemen beschrieben wurden (22—25). Die spezifische
Aktivität der Lymphozyten—ATPase ist recht gering.
Die Membranen von Ehrlich-Ascites-Tumorzellen zeigen
eine doppelt so hohe (25), die von Hämmelerythrocyten
(mit hohem K*-Gehalt) ein hundertstel der Aktivität (26).
Diese Daten korrelieren gut mit den Ergebnissen der
Ouabain-Bindung. Bei Schaferythrocyten wurden 120
(27), bei Ehrlich-Ascites Tumorzellen 8 X l O5 (28), bei
Humanerythrocyten 450 (8) spez. Bindungsstellen pro
Zelle gefunden.
Der Vergleich der Hämmelerythrocyten-ATPase mit
niedrigem K*rGehalt mit der Lymphocyten-ATPase ist
deswegen sehr interessant, weil das Erythrocytenenzym
durch einen spezifischen Antikörper (Anti L) ähnlich
aktiviert wird, wie die Lymphocyten-ATPase durch
Concanavalin A (8, 10, 26, 27, 29). Durch den Anti-
körper wird die NaNabhängige ATP-Hydrolyse erhöht
(26) oder in einem anderen System (29) die K^Hem-
rnung der ATPase verändert,
Bei den Lymphocyten geht die erhöhte K*- und Na1"-
Transportrate nach Mitogenzüsatz mit einer erhöhten
ATPase-Aktivität einher (8,10,12).
Es bestehen für diese Aktivierungen folgende Möglich-
keiten:
1. Durch den Mitogeneinfluß werden schnell neue
Transportsysteme synthetisiert. Diese Möglichkeit
konnte schon früher ausgeschlossen werden, da nach
Zusatz von Puromycin und Actinomycin noch eine
erhöhte Na*"-Transportrate nachzuweisen war (4).
Außerdem läßt sich, wie hier gezeigt wird, eine Akti-
vierung der Membran-ATPasen auch an isolierten
Zellmembranen nachweisen, wo eine Neusynthese
dieses Enzyms äußerst unwahrscheinlich ist.
2. Durch das Mitogen werden stumme Enzymeinheiten
der Zellmembran demaskiert und aktiviert, dadurch
eine Zunahme der Anzahl aktiver ATPasen bewirkt.
Diese Möglichkeit wurde durch Ouabain-Bindungs-
studien aufgezeigt (8, 9).
3. Das Mitogen hat einen direkten. Effekt auf die ATPase
durch eine z. B. allosterische Wirkung auf das
Enzym selber, oder die Membranphospholipide oder
auf eine Teilreaktion wie die Dephosphorylierung (30).
4. Durch das Mitogen wird die passive Permeabilität der
Zellmembran für Ionen verändert, sodaß es über eine
veränderte intrazelluläre lonenkonzentration zu einer
Aktivierung der ATPase kommt. An der isolierten
Zellmembran wäre eine erleichterte Permeabilität der
Kationen und damit bessere Diffusion in die Membran-
vesikel und damit an die K+-, Na"1"- oder Mg^-B i n dungs-
steilen des Enzyms vorstellbar.
Diese Arbeit wurde mit dem Ziel vorgenommen, die
3. Möglichkeit, nämlich den allosterischen Effekt zu
untersuchen.
An intakten Zellen wird die Na+-, K*-ATPase durch
extrazelluläres Nä1" gehemmt und extrazelluläres K1" akti-
viert, während das intrazelluläre Na* aktiviert und K*"
hemmt. Die Empfindlichkeit der stimulierten ATPase auf
Veränderungen der beiden Kationen ist von besonderem
Interesse, weil zu erwarten war, daß bei einem alloste-
rischen Effekt des Mitogens auf dieses Enzym sich die
Na*- oder K^-Empfindlichkeit ändern würde. Eine solche
Affinitätsveränderung konnte aber nicht eindeutig nach-
gewiesen werden. Die etwas stärkere Aktivierung bei nied-
rigen Kaliumkonzentrationen reicht nicht aus, zumal es zu
einer Aktivierung des ATPase-Systems auch ohne Kalium
kommt (Abb. 4). Dies schließt eine Veränderung des
Enzyms hinsichtlich der Kaliumaffinität allerdings nicht
völlig aus, weil noch geringe Mengen von K+ an der Mem-
bran gebunden vorliegen können, obwohl diese 3mal in
Na+- und K*-freiem Medium auf der Ultrazentrifuge
gewaschen wurde.
Bei den Arbeiten an isolierten Plasmamembranen ist
zu bedenken, daß die Liganden nicht so ausgerichtet
sind, wie bei den intakten Zellen, die für die Regulation
des Enzymsystems so wichtige Ausrichtung der Na'-K1"-
Bindungsstellen also gestört ist. Dies kann bedeuten,
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daß allosterische Effekte durch veränderte Na+-K'l'-Kon-
zentrationen sich bei den Plasmamembranen nicht so
zeigen, wie an intakten Zellen.
Eine Aktivierung der ATPase wurde bei sämtlich ver-
wendeten ATP-Konzentrationen (250; 25; 2,5 / )
gefunden. Der Grad der Aktivierung unterscheidet sich
bei den einzelnen ATP-Konzentrationen nicht signifikant.
Eine Hill-Analyse konnte nicht durchgeführt werden,
weil nur bei den 3 verschiedenen Substratkonzentrationen
getestet wurde. Auch eine Veränderung der Mg^-Konzen-
trationen im Medium zeigte keinen Einfluß auf den Grad
der Aktivierung der ATPasen durch Concanavalin A.
Die Ergebnisse machen es unwahrscheinlich, daß Concan-
avalin A einen allosterischen Effekt auf die ATPasen der
isolierten Plasmamembranfrafction hat. Die Aktivierung
muß also durch eine Demaskierung stummer Enzym-
einheiten oder Veränderung an der Zellmembran vor
sich gehen. Für eine Aktivierung innerhalb des ATPase-
Enzymkorhplexes spricht auch, daß die p^Nitrophenyl-
phosphatase durch Concanavalin A aktiviert wird (30).
Die Arbeit wurde durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(Av 2/2) unterstützt.
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